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(54) Titre : LIGNEES DE CELLULES AVIAIRES UTILES POUR LA PRODUCTION DE SUBSTANCES D'lNTERET 

(57) Abstract: The invention relates to a method for production of avian cell lines, comprising a progressive or total separation 
of growth factors, from the serum and/or from the feeder layer such that the lines established are adherent or non-adherent cells 
capable of indefinite proliferation in a base culture medium. The invention further relates to cells derived from said lines which are 
particularly of use in production of useful substances. 



(57) Abrege : La presente invention se rapporte a un procede d'obtention de lignees cellulaires aviaires, comprenant un sevrage 
progressif ou total des facteurs croissance, du serum et/ou du tapis nourricier de sorte que les lignees etablies sont des cellules 
adherentes ou non-adherentes capables de proliferer indefiniment dans un milieu de culture de base. L'invention porte aussi sur les 
cellules derivant de telles lignees qui sont particulierement utiles pour la production de substances d'interet. 
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Lignees de cellules aviaires utiles pour la production de substances d'interet 



5 La presente invention se rapporte a un procede d'obtention de lignees cellulaires aviaires, 
notamment des cellules souches aviaires, comprenant un sevrage progressif ou total des 
facteurs de croissance, du serum et/ou du tapis nourricier. Ces lignees etablies 
spontanement sont des cellules adherentes ou non-adherentes capables de proliferer 
indefiniment dans un milieu de culture de base. L'invention porte aussi sur les cellules 
10 derivant de telles lignees qui sont particulierement utiles pour la production de vaccins et 
de substances d'interet. 



Les cellules souches sont des cellules identifies par leur mise en culture in vitro a 
partir d'un embryon, d'une partie d'un embryon ou meme d'un tissu adulte. Par 

15 cellule souche, on entend toute cellule pluripotente d'origine embryonnaire ou adulte 
qui presente une capacite d'autorenouvellement et capable de dormer des cellules 
differenciees specialises. En d'autres termes, toute cellule non cancereuse capable 
de se diviser indefiniment en culture et de donner vine cellule fille presentant la 
meme capacite de proliferation et de differenciation que la cellule mere dont elle est 

20 issue. Ces cellules isolees presentent des caracteristiques morphologiques et 
immuno-cytochimiques particulieres. On peut egalement distinguer la notion de : 

- Cellules souches embryonnaires (cellules CES), cellules souches qui ont la 
particularite d'etre obtenues a partir de la mise en culture de parties ou de 
r ensemble d'un embryon tres precoce (stade blastula). Ces cellules CES 
25 presentent in vitro toutes les caracteristiques d'une cellule souche, et in vivo 

la capacite unique de contribuer a la morphogenese d'un embryon et de 
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participer a la colonisation germinate quand elles sont reimplantees de 
quelque maniere que cela soit dans un embryon receveur. 

- Cellules souches somatiques (CSS), cellules qui ont toutes les 
caracteristiques des cellules souches lorsqu' elles sont cultivees in vitro, 
5 mais qui contrairement aux cellules CES n'ont pas la potentiality de 

coloniser in vivo les gonades apres injection dans un embryon. Elles 
contribuent uniquement a la morphogenese des tissus somatiques dans 
P embryon. 



10 A Pinverse des cellules primaires deja differenciees, les cellules souches ne 
presentent pas un etat de differenciation morphologique caracteristique facilement 
identifiable (fibroblaste, adipocyte, macrophage, etc.), mais sont plutot 
caracterisees par un etat de proliferation et de non differenciation. Cet etat se traduit 
par differents comportements comme une proliferation rapide in vitro, une 

15 morphologie caracteristique, la presence de differents marqueurs, des besoins en 
facteurs de croissance variables et une aptitude a repondre a des stimuli d' induction 
de differenciation particuliers. Elles ne sont pas sensibles a la senescence replicative, 
periode critique pour un grand nombre de cellules primaires differenciees, dont les 
fibroblastes par exemple. 

20 

Pour le maintien in vitro des cellules souches aviaires pendant des periodes de temps 
importantes, il faut respecter des conditions de culture et d'entretiens specifiques telles 
que decrites dans Pain et al., 1996; US 6,1 14,168 et EP 787 180. 



25 



La mise en culture in vitro d'une cellule primaire dans des conditions satisfaisantes de 
milieu et de facteurs de croissance lui permet de proliferer seulement pendant un certain 
nombre de passage. Cette cellule peut etre obtenue directement d'un tissu dissocie ou 
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d'une partie de ce tissu. Ce nombre de passage est neanmoins tres dependant de Pespece 
animale consideree, de Porigine du tissu, de Page de P organisme donneur, etc... . Dans la 
plupart des cas, la proliferation cellulaire observee in vitro ralentit progressivement puis 
les cellules cessent de proliferer. 

5 Cet arret correspond souvent a une senescence replicative, connue sous le terme de limite 
de Hayflick. Cet arret serait le resultat de Taction d'une veritable horloge moleculaire 
dont un des acteurs clefs serait la longueur des telomeres. Les telomeres sont des 
sequences repetees situees a l'extremite des chromosomes. Le raccourcissement de ces 
structures nucleotidiques repetitives est la consequence de la replication du DNA sur un 

10 mode semi conservatif. En Pabsence de P enzyme telomerase, en charge d'ajouter les 
sequences repetees a l'extremite des chromosomes, un point de non-retour est atteint 
quant a la taille des telomeres, point au-dela duquel est declenche un mecanisme 
moleculaire encore inconnu deactivation de genes impliques dans le controle du cycle 
cellulaire. Les cellules seraient alors bloquees en phase Gl dans leurs divisions et 

15 cesseraient de proliferer. De nombreux acteurs semblent intervenir dans ce controle 
negatif du cycle cellulaire comme les differentes cyclines, les kinases specifiques, les 
proteines RB, P53, les facteurs de transcription specifiques comme E2F et bien d'autres 
(mdm2, BTG, p21,...). A P inverse, P enzyme telomerase peut done etre vue comme un 
acteur central de Pimmortalite cellulaire, car elle maintient la longueur des telomeres et 

20 done rend insensible la cellule a cette perte engendree par les divisions successives. 

Dans un organisme en developpement et au cours de la vie de cet organisme, seuls 
quelques types cellulaires, dont certains lymphocytes presentent une expression 
permanente de la telomerase. Cette activite semble egalement etre une des caracteristiques 

25 des cellules souches, a la fois au niveau somatique (CSS) et au niveau germinal. Cette 
propriete d 5 expression, de maintien d'expression ou de c reveiP d'expression de Pactivite 
telomerase est egalement souvent associee au caractere immortel d'une cellule maintenue 
in vitro. A ce jour, de nombreuses cellules cancereuses sont egalement detectees positives 
pour Pactivite telomerase. Cette activite serait en partie responsable de la capacite de 

30 proliferation incontrolee des cellules tumorales in vivo. 
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Cette activite telomerase est, dans tous les cas, un excellent marqueur du caractere cellule 
souche ainsi que du lignage germinal et de la capacite d'une cellule a devenir immortelle. 
Deux criteres sont done utilises : P activite de la telomerase et la taille des telomeres. 

5 Dans une perspective d' etablissement et de fa9on tres schematique, d'apres la litterature et 
les resultats deja disponibles dans de nombreux laboratoires, P etablissement de lignees 
cellulaires peut etre realise selon deux voies : un etablissement spontane resultant de 
dommages genetiques intrinseques non induits ou un etablissement provoque, induit par 
Putilisation de virus, retrovirus ou par d'autres moyens tels que des agents chimiques, des 
10 irradiations, des U.V (Ultra- Violet)... . Au niveau des mammiferes, par exemple, 
P etablissement des cellules de rongeurs (souris, rat, ...) est reconnu comme assez facile 
de fa<?on spontanee, par contre, la situation est toute autre pour les cellules humaines, 
quelque soit leur origine tissulaire (Smith and Pereira-Smith, 1996). 

15 Ainsi, lorsque Pon souhaite deriver des lignees cellulaires des cellules souches aviaires 
mentionnees ci-dessus en vue de produire en masse des substances d'interet in vitro, le 
probleme est de pouvoir maintenir des cellules en culture dans un milieu economique tout 
en evitant les ecueils tels que la differenciation et la senescence cellulaire. 

20 Au niveau aviaire, il est en general admis que P etablissement de cellules primaires est un 
evenement rare, voire quasi inexistant La seule exception notable publiee semble etre la 
lignee DF-1 qui resulte de P immortalisation decrite comme spontanee de fibroblastes de 
poulet (Foster et al., 1991 ; brevet US 5,672,485, N° ATCC CRL 12203). Au niveau de 
cette lignee, des articles recents mentionnent les premiers elements de deregulation 

25 observee (Kim et al., 2001a ; Kim et al., 2001b). 
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Dans le processus d' immortalisation, me premiere etape conduit la cellule en 
proliferation vers la limite de Hayflick, qui selon les types cellulaires se situe entre 10 et 
50 passages. Un premier evenement mutationnel spontane a alors lieu qui permet a la 
cellule de franchir ce premier blocage, evenement qui affecte souvent les genes p53, pRb, 
5 .... Les cellules continuent done de proliferer jusqu'au moment ou un deuxieme blocage 
intervient qui est en general leve par de nouvelles mutations dans d'autres genes et par 
F activation de la telomerase, souvent observee. 

Au niveau aviaire, il est en general admis que Fetablissement de cellules primaires 
10 immortelles est un evenement quasi inexistant. C'est pourquoi un nombre important de 
lignees ont ete obtenues par la mise en culture de cellules tumorales, souvent directement 
prelevees a partir d'une biopsie de la tumeur. Cette obtention in vitro est en fait le resultat 
de Falteration in vivo de certains genes, responsables de Fapparition de la tumeur. Un 
exemple est fourni par la lignee fibroblastique SB-CEV-1, isolee a partir de la mise en 
15 culture d'une tumeur viscerale d'un animal. (ATCC N° CRL 10497, brevet US N° 
5,846,527). Cette approche est grandement facilitee par Fexistence d'un tres grand 
nombre de virus et retrovirus aviaires, identifies, isoles et souvent caracterises au niveau 
moleculaire. Souvent oncogeniques par leur action directe ou indirecte (activation d'un 
gene endogene transformant lors de leur integration, expression de la (ou les) proteine 
20 oncogenique endogene au virus), ces virus provoquent des tumeurs, des lesions, ainsi 
Fobtention de lignees cellulaires dans differents lignages differencies est possible a partir 
de la mise en culture des organes infectes des animaux. L'utilisation in vitro de ces virus 
et retrovirus, isoles in vivo, a ete developpee de fa<?on complementaire. On peut ainsi citer 
de fa?on non exhaustive : 

25 - les lignees lymphoblastoides DT40 et DT95, obtenues en presence du virus de la 

leucose aviaire (ALV) et dans lesquelles le locus myc est active (Baba et al., 1985, 
ATCC, N°CRL 2111, CRL N° 21 12) , 



- la lignee lymphoblastoi'de de dinde MDTC-RP19, etablie avec le virus de la maladie 
de Marek (US N° 4,388,298, ATCC N° 8135), 
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- la lignee lymphoblastoi'de ConA-Cl, etablie avec le virus REV (Reticuloendothelial 
virus, ATCC N° 12135, US N° 5,691,200) 

- la lignee myelomonocytaire BM2 etablie avec le virus MH2 (Liu et al., 1977, brevet 
US N°5,3 88,680), 

5 - et toute une serie de lignees hematopoietiques obtenues avec differents virus, 

o la lignee erythroblastique HD4 (6C2), obtenue avec le virus AEV 

o la lignee monocytaire HD11 (Beug et al., 1979), obtenue avec le virus 
MC29 

o la lignee granulocytaire HD13 (Golay et al., 1988), obtenue avec le virus 
10 E26 

o la lignee hematopoietique mixte HD57 (Metz and Graf, 1991) egalement 
obtenue avec le virus E26 



Cependant, le probleme dans ces approches de transformation est Pobtention de cellules 
15 qui produisent des virus et portent le genome active des virus et retrovirus utilises. Ces 
activations et cette presence virale sont des freins a leur utilisation industrielle comme 
support de replication pour des virus d'interet ou pour la production de proteines 
specifiques dans des conditions optimales de securite. 



20 Une autre approche de sur-expression d' oncogenes, de genes immortalisants (gene El A 
de P adenovirus, 'large T du polyome SV40, etc..) ou de fragments de genes a 
egalement permis d'obtenir des lignees a partir de cellules primaires deja differenciees. 
Ces elements peuvent etre introduits dans les cellules par simple transfection de vecteur 
permettant P expression de la partie immortalisante, mais egalement introduits via les 

25 virus ou retrovirus modifies genetiquement pour exprimer ces elements immortalisants. 
L'origine des immortalisants peut etre aviaire ou non, virale ou non. Le tropisme pour les 
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cellules aviaires pouvant etre d'ailleurs lie au virus originel ou egalement modifie. A titre 
d'exemple, la lignee TDF-2A de fibroblastes de canard est ainsi obtenue par introduction 
d'un premier gene immortalisant puis d'un gene anti-apoptotique (Guilhot et al., 1993, 
brevet US 6,255,108). D'autres methodes ont ete developpees, comme la sur-expression 
5 de p53 (Foster et al., brevet US N° 5,830,723). 

En outre, Taction de carcinogenes chimiques directement sur ranimal selon differents 
modes d' administration a permis entre autres Tobtention 

- des lignees QT6 et QT35, de fibroblastes de caille (Moscovici et al., 1977, ATCC 
N° CRL 1708), 

10 - de la lignee d'hepatocyte de poulet LMH (Kawaguchi et al., 1989, ATTC N° CRL 

2117), 

- de la lignee CHCC-OU2 de fibroblastes de poulet (ATCC, N° CRL 12302, Brevet 
US N° 5,989,805). 

Par evenement d'immortalisation, on entend differentes actions comme : 

15 - Taction de stress oxydatifs, thermiques, chimiques capables d'induire des 

modifications de la physiologic des cellules et/ou des mutations, 

- Taction des produits de genes specifiques dans la physiologie des cellules comme 
certains genes immortalisants (oncogenes, proto-oncogenes, genes du cycle 
cellulaire, genes anti-apoptiques, etc.), 

20 - la destruction ciblee par recombinaison ou inactivation fonctionnelle d'anti- 

oncogenes, de genes apoptiques, de genes suppresseurs de tumeurs, de genes anti- 
proliferatifs menant a une deregulation fonctionnelle du cycle cellulaire ou de la 
physiologie de la cellule, 

- le controle de genes de proliferation par leur blocage fonctionnel, etc. . ., 
25 - Taction de rayonnements (UV, gamma, X, etc. . .), 
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- Taction de mutagenes chimiques (substances endommageant TADN, substances 
analogues de facteurs de croissance, etc.), 

- Taction conjuguee de ces differentes actions prises separement. 

5 Dans le cadre de Tinvention, on a trouve que le sevrage des facteurs de croissance, du 
serum et/ou du tapis nourricier conduit a Tisolement de populations de cellules souches, 
notamment de cellules souches somatiques, pouvant croitre indefiniment dans des milieux 
de culture de base. 

En outre, hormis les cellules souches hematopoietiques qui sont pour la plupart des 
10 cellules non adherentes, la majorite des cellules, obtenues selon les techniques de Tart 
evoquees ci-dessus (fibroblastes, hepatocytes, etc.), presentent un phenotype adherent. 
Or, Tutilisation industrielle des cellules, comme support de replication virale, privilegie 
les cellules non adherentes. Ce phenotype est interessant tant pour des raisons de facilite 
de manipulation qui evite Tusage d 5 enzyme proteolytique de dissociation que pour les 
15 densites importantes atteintes par les cellules non-adherentes cultivees in vitro. 

La presente invention decrit Tobtention de lignees qui peuvent devenir non-adherentes 
spontanement ou pour lesquelles la non adherence a ete obtenue par un sevrage du tapis 
nourricier. Du fait de leur croissance en suspension, ces lignees sont parfaitement 
20 adaptees a une utilisation industrielle pour la production de substances d'interet dans des 
bioreacteurs. 

En plus de leurs proprietes a croitre sur milieu de culture de base, on a decouvert que ces 
lignees cellulaires permettent la replication de certains virus a des rendements equivalents 
voire superieurs aux rendements obtenus avec les procedes en cours ; ce qui rend ces 
25 cellules particulierement utiles pour la production en masse de vaccins. 
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Description 

Ainsi, dans un premier aspect, la presente invention se rapporte a un procede d'obtention 
5 de lignees cellulaires aviaires, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) mise en culture de cellules aviaires dans un milieu comportant P ensemble 
des facteurs permettant leur croissance et un tapis nourricier inactive (feeder). 

b) passage en modifiant le milieu de culture de sorte a obtenir un sevrage 
progressif ou total desdits facteurs, du serum et / ou du tapis nourricier, 

10 c) etablissement de lignees cellulaires adherentes ou non-adherentes capables 

de proliferer dans un milieu de base en P absence de facteurs de croissance exogenes, 
de serum et/ou du tapis nourricier inactive. 

Dans le cadre de P invention, on entend par « etablissement d'une lignee », le maintien de 
15 cellules en culture in vitro sur une periode considerable de temps. Avantageusement, les 
cellules issues des lignees obtenues a Petape c) sont capables de proliferer pendant au 
moins 50 jours, 100 jours, 150 jours, 300 jours ou de preference au moins 600 jours. Les 
600 jours ne constituent pas une limite temporelle car les lignees cellulaires obtenues sont 
toujours vivantes apres des periodes de temps bien plus longues. Des lors, ces lignees sont 
20 considerees comme pouvant croitre indefiniment en milieu de culture de base depourvu 
de facteurs de croissance exogenes, de serum et/ou du tapis nourricier inactive. Par 
« lignee », on entend toute population de cellules capables de proliferer indefiniment en 
culture in vitro en gardant peu ou prou les memes caracteristiques morphologiques et 
phenotypiques. 

25 

Les cellules issues des lignees selon P invention peuvent etre des cellules souches aviaires, 
notamment des cellules souches somatiques aviaires. 
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Les cellules souches selon Tinvention peuvent servir pour deriver des lignees de cellules 
differenciees. En effet, ces cellules souches presentent la propriete d'etre pluripotentes, 
c'est a dire qu'elles ont les potentialites pour etre induites dans de multiples voies de 
5 differenciation, caracterisables par differents marqueurs specifiques. 

Ces cellules peuvent egalement etre des cellules precurseurs, qui correspondent aux 
cellules d'un tissu adulte ou embryonnaire partiellement differenciees par opposition a 
une cellule souche et qui est capable de se diviser et de donner des cellules plus 
differenciees. Par « cellule differenciee », on entend toute cellule d'un tissu adulte ou 

10 embryonnaire specialisee, presentant des marqueurs specifiques ou remplissant des 
fonctions physiologiques specifiques. II est possible, dans un aspect particulier de 
F invention, notamment pour des isolats particuliers ou des clones issus d'un isolat 
particulier obtenu au cours de Fetablissement, que ces cellules souches puissent 
contribuer a la lignee germinale. Dans ce cas, ces cellules souches etablies en lignees 

15 seraient des cellules souches embryonnaires. 

Bien entendu, le procede mentionne ci-dessus permet d'obtenir des clones cellulaires 
issus des cellules provenant des lignees etablies. Ces clones sont des cellules 
genetiquement identiques a la cellule de laquelle elles derivent par division. 

20 

Dans un mode de realisation particulier, F invention porte sur un procede tel que defini 
precedemment, dans lequel les lignees etablies sont des cellules souches adherentes qui 
proliferent en F absence du tapis nourricier inactive. 

A ce titre, dans le procede decrit ci-dessus 3 Tetape b) consiste en un sevrage des 
25 composants du milieu (facteurs de croissance seulement ou serum seulement ou facteurs 
de croissance puis serum ou encore serum puis facteurs de croissance). 
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Dans un autre mode de realisation, Pinvention porte sur un procede tel que defini 
precedemment dans lequel les lignees etablies sont des cellules souches non adherentes 
qui proliferent en suspension dans un milieu depourvu de facteurs de croissance exogenes. 

A ce titre, dans le procede decrit ci-dessus, Fetape b) consiste en un sevrage progressif ou 
5 total du tapis nourricier puis eventuellement a un sevrage des autres composants du 
milieux (facteurs de croissance et serum). 

Dans un autre mode de realisation, Pinvention porte sur un procede tel que defini 
precedemment dans lequel les lignees etablies sont des cellules souches non adherentes 
qui proliferent en suspension dans un milieu depourvu de serum (milieu aserique). 

10 Dans un autre mode de realisation, Pinvention porte sur un procede tel que defini 
precedemment dans lequel les lignees etablies sont des cellules souches non adherentes 
qui proliferent en suspension dans un milieu depourvu de facteurs de croissance exogenes 
et de serum. 

Dans une autre alternative, Tetape b) consiste en un sevrage progressif ou total des 
1 5 facteurs de croissance, optionnellement suivi par un sevrage progressif du serum. 

Dans une autre alternative, Tetape b) consiste en un sevrage progressif ou total des 
facteurs de croissance et/ou du serum, optionnellement suivi par un sevrage du tapis 
nourricier. 

20 En outre, les lignees etablies peuvent etre des cellules qui proliferent dans un milieu 
appauvri en serum, en particulier dans un milieu depourvu de serum. Par appauvri en 
serum on entend une diminution progressive de la concentration en serum etalee dans le 
temps. Cette methode permet une selection de clones qui s'adaptent a ces nouvelles 
conditions de plus en plus drastiques jusqu'a Tobtention de lignees stables qui sont 

25 capables de croitre en milieu appauvri en serum ou encore completement depourvu de 
serum. 
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Le precede decrit ci-dessus peut comprendre en outre une etape dans laquelle les cellules 
obtenues a Tetape c) sont soumises a une selection dans des milieux de cultures utilises 
pour la production a grande echelle de sorte a obtenir des clones adaptes a la production 
de vaccins destines a la therapie humaine ou animale. 

5 

Les cellules selon l'invention presentent au moins une des caracteristiques suivantes : 

- un rapport nucleocytoplasmique important, 
une activite alcaline phosphatase endogene, 

- une activite telomerase endogene, 

10 - une reactivite avec des anticorps specifiques selectionnes parmi le groupe des 

anticorps SSEA-1 (TEC01), SSEA-3, et EMA-1. 

De preference, les cellules de l'invention presentent Tensemble des caracteristiques 
mentionnees ci-dessus. 

Dans un aspect supplemental, Pinvention porte sur un procede d'obtention de lignees 
15 aviaires mentionne ci-dessus dans lequel les cellules issues des lignees obtenues a F etape 
c) sont modifiees pour permettre une meilleure utilisation in vitro comme P extension de 
la duree de vie ou des densites de croissance plus importantes ou encore des besoins en 
nutriments moins importants. 

Avantageusement, les cellules issues des lignees etablies sont modifiees pour produire 
20 une substance d'interet, notamment un polypeptide d'interet, un anticorps ou un virus 
attenue. Lesdites cellules peuvent etre modifiees avec toute technique a la portee de 
l'homme du metier, notamment la recombinaison homologue, dirigee et/ou conditionnelle 
(systeme Cre-Lox ou FLP-FRT), par transformation par tout vecteur, plasmide, 
notamment a Faide de retrovirus. 



25 
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Le milieu utilise a Petape a) peut comprendre au moins un facteur selectionne parmi les 
cytokines, notamment LIF, IL-11, IL-6, IL-6R, CNTF, Oncostatine et d'autres facteurs 
tels que le SCF, PIGF-1 et le bFGF. 

En outre, le tapis nourricier inactive utilise a Petape a) se compose de preference de 
5 fibroblastes, dont des fibroblastes de souris etablies en lignee. Parmi ces fibroblastes on 
trouve notamment les cellules STO qui peuvent ou non etre modifiees ou transferees par 
des vecteurs d' expression (Pain et al, 1996). Dans ce procede, les cellules utilisees a 
Petape a) sont des cellules obtenues par la mise en suspension de cellules provenant de 
disques blastodermiques d'oeufs fecondes dans un milieu de culture comprenant au moins 
10 une cytokine, b-FGF, et SCF. Lesdites cellules sont ensemencees sur un tapis de cellules 
nourricieres, incubees, puis prelevees. 

L'etape b) consiste en un sevrage progressif de chaque facteur de croissance ajoute dans 
le milieu de Petape a), notamment une cytokine, b-FGF, et SCF, comprenant un passage 

15 dans un milieu neuf depourvu d'au moins un desdits facteurs et a repeter differents 
passages successifs jusqu'a ce que le milieu soit depourvu de Pensemble desdits facteurs. 
Par sevrage progressif, on entend une suppression facteur par facteur dans le milieu de 
culture. Alternativement, on peut proceder a un sevrage drastique ou total, c'est a dire 
P enlevement de Pensemble desdits facteurs en une seule fois. Ainsi, le sevrage a l'etape 

20 b) peut consister a diminuer la concentration d f un ou plusieurs facteurs progressivement 
ou a mettre en culture les cellules souches aviaires directement dans un milieu depourvu 
d'un ou plusieurs facteurs ou encore depourvu de la totalite desdits facteurs. 

L'etape b) peut egalement comprendre le sevrage du serum. A ce titre, le sevrage peut etre 
progressif en diminuant la concentration en serum lors de chaque passage, par exemple en 
25 passant de 10 % a 7,5% puis 3,75% et 2% pour tendre vers 0 % (milieu aserique). 
Alternativement, on peut proceder a un sevrage drastique. 

L'etape b) peut egalement comprendre le sevrage du tapis nourricier. Le sevrage du tapis 
nourricier peut egalement etre progressif en diminuant le nombre de cellules nourricieres 
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inactivees lors de chaque passage. Alternativement, on peut proceder a un sevrage 
drastique. 

Bien entendu, Pordre des sevrages peut varier. Par exemple, on peut commencer par le 
sevrage des facteurs de croissance et poursuivre avec le sevrage du tapis nourricier. 

5 

Ainsi, dans un autre aspect, P invention se rapporte aux lignees cellulaires etablies et aux 
cellules issues desdites lignees susceptibles d'etre obtenues a partir du procede decrit ci- 
dessus, lesdites cellules etant capables de proliferer pendant au moins 50 jours, 100 jours, 
150 jours, 300 jours, ou de preference au moins 600 jours dans un milieu depourvu de 
10 facteur de croissance exogene, de serum et/ou de tapis nourricier. 

Ces lignees cellulaires et les cellules qui en derivent sont capables de proliferer pendant 
au moins 50 jours, 100 jours, 150 jours, 300 jours, ou de preference au moins 600 jours 
dans un milieu de base, notamment dans un milieu tel que DMEM, GMEM, HamF12 ou 
15 McCoy supplemente de differents additifs couramment utilises par Phomme du metier. 
Parmi les additifs, on peut citer les acides amines non essentiels, les vitamines et le 
pyruvate de sodium. 

L'invention porte egalement sur les lignees cellulaires et les cellules issues de telles 
20 lignees decrites ci-dessus, caracterisees en ce qu'elles sont des cellules souches aviaires, 
en particulier des cellules souches somatiques ou des cellules souches embryonnaires 
aviaires. 



25 



Ces cellules souches peuvent etre adherentes tout en proliferant en Pabsence du tapis 
nourricier inactive. Alternativement, ces cellules souches sont non adherentes et 
proliferent en suspension dans un milieu de base evoque ci-dessus. 
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Ces cellules se caracterisent egalement en ce qu'elles presentent au moins une des 
caracteristiques suivantes : 

un rapport nucleocytoplasmique important, 

une activite alcaline phosphatase endogene, 

5- une activite telomerase endogene, 

une reactivite avec des anticorps specifiques selectionnes parmi le groupe des 
anticorps SSEA-1 (TEC01), SSEA-3, et EMA-1. 

Avantageusement, ces cellules sont modifiees genetiquement de sorte a produire une 
10 substance d'interet, notamment un polypeptide d'interet, un anticorps ou un virus attenue. 

Lesdites cellules peuvent par exemple supporter la replication de virus vivants ou 
attenues, en particulier les virus selectionnes dans le groupe des adenovirus, des 
hepadnavirus, des herpesvirus, des orthomyxovirus, des papovavirus, des paramyxovirus, 
des picornavirus, des poxvirus, des reovirus et des retrovirus. De preference, les virus 
15 repliques sur ces cellules appartiennent a la famille des orthomyxovirus, en particulier le 
virus de la grippe ou a la famille des paramyxovirus, en particulier les virus de la 
rougeole, des oreillons et de la rubeole. 

Ainsi, F invention porte sur les lignees cellulaires decrites ci-dessus, les cellules derivant 
20 desdites lignees et egalement des lignees cellulaires obtenues a partir des cellules qui ont 
ete modifiees genetiquement. De preference, F invention vise les lignees cellulaires issues 
de Fetape c) du procede decrit plus haut caracterisees en ce qu'elles sont des cellules 
souches aviaires capables de croitre indefiniment en milieu de base depourvu de facteurs 
de croissance exogenes, appauvri en serum ou depourvu de serum et/ou de tapis 
25 nourricier. 
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Dans un autre aspect de Pinvention, les cellules obtenues en fin d'etape c) peuvent etre 
genetiquement modifiees. 

L 5 invention vise egalement une culture cellulaire comprenant des cellules issues des 
lignees cellulaires decrites ci-dessus, notamment des cellules souches aviaires ou des 
5 cellules souches embryonnaires aviaires et un milieu de base depourvu de facteurs de 
croissance exogenes, appauvri en serum ou depourvu de serum et/ou du tapis nourricier 
inactive. 

Dans un aspect supplementaire, rinvention concerne l'utilisation des lignees cellulaires et 
10 des cellules decrites precedemment pour la production de substances d'interet en 
particulier des proteines d'interet therapeutiques, pour la replication de virus vivants ou 
attenues, en particulier les virus pris dans le groupe des adenovirus, des hepadnavirus, des 
herpesvirus, des orthomyxovirus, des papovavirus, des paramyxovirus, des picornavirus, 
des poxvirus, des reo virus et des retrovirus. 

15 

De preference, on utilise les lignees cellulaires et les cellules decrites precedemment pour 
la production de virus appartenant a la famille des orthomyxovirus, en particulier le virus 
de la grippe et pour la production de virus appartenant a la famille des paramyxovirus, en 
particulier les virus de la rougeole, des oreillons et de la rubeole. 

20 

Dans ces lignees et cellules, utilisees pour supporter la replication de virus vivants ou 
attenues, on peut introduire le ou les composants necessaires a Taccomplissement du 
cycle viral complet du virus de sorte a obtenir par exemple la sur-expression du recepteur 
au virus a la surface de la cellule. 

25 Pour la suite de la description, on se referera aux legendes des figures ci-dessous. 
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Legendes 

Figures 1-3 : Courbes de croissance des lignees cellulaires de Pinvention (avec 
sevrage du serum (fig. 2) et avec sevrage du tapis nourricier (fig. 3). 

Figures 4 : Photo presentant la morphologie caracteristique des cellules souches 
5 aviaires 

N : noyau, n : nucleole et C : cytoplasme 

(isolat S86N 99, grossissement X40, photo realisee avec un appareil numerique Cyber- 
shot Sony) 

Figures 5 : Photo presentant Factivite alcaline phosphatase des lignees de cellules 
10 souches aviaires adherentes ou en suspension 

Apres fixation (0.1% formaldehyde/0.5% glutaraldehyde, 30 minutes a 4°C) les cellules 
sont rincees deux fois en PBS IX et incubees entre 10 a 30 minutes a 37°c dans une 
solution de NBT/BCIP (Nitro Blue Tetrazolium chloride 0.375mg/ml, 5-Bromo-4-Chloro- 
3-indolyl Phosphate 0.188 mg/ml, 0.1 M Tris pH 9.5, 0.05 M MgCl 2 , 0.1M Nacl). La 
15 reaction est arretee par deux lavages PBS IX et les photos sont realisees. 

A- illustre la coloration violette caracteristique de Tactivite alcaline phosphatase 
endogene obtenue pour la lignee adherente S86N45 p87 ? lignee cultivee sans feeder ni 
facteur (grossissement X40, appareil numerique Cyber-shot de Sony). 

B- illustre la coloration violette caracteristique de Pactivite alcaline phosphatase 
20 endogene obtenue pour la lignee EB14 maintenue depuis 8 passages en suspension, lignee 
derivee des cellules S86N 45, cultivee en suspension sans feeder ni facteur (grossissement 
X20 ? appareil numerique Cyber-shot de Sony). 
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Exemple 1 : origine variable du materiel vivant utilise 

L'etablissement de lignees cellulaires est souvent tres lie a la nature genetique du materiel 
cellulaire. Ainsi, dans F exemple murin, proportionnellement peu de fonds genetiques sont 
5 permissifs a Pobtention de cellules souches embryonnaires ES et implique souvent une 
notion d'animaux consanguins. Au niveau aviaire, il est difficile d'obtenir des animaux 
consanguins pour des raisons historiques et d' origine de selection des souches 
commerciales ; Pinteret etant d'eviter justement la consanguinite. Les oeufs sont la source 
initiale des cellules mises en culture dans cette invention. Les oeufs sont utilises de 

10 preference non incubes, mais quelques heures d' incubation peuvent etre necessaires pour 
obtenir les premiers stades de developpement de Pembryon. Les cellules obtenues sont 
issues de differentes souches de poulet. Parmi les souches utilisees, on peut citer la souche 
S86N, souche commerciale destinee a la production de poulet Label, les CNR, souche 
destinee a la production de poulet Label, les Marens, souche locale bien caracterisee 

15 genetiquement et phenotypiqement, les White Leghorn, souche plus destinee a la 
production d'oeufs de consommation et souche de reference des laboratoires de recherche, 
etc.... Dans cette derniere souche, differentes origines ont ete testees dont certains oeufs 
(appeles Valo) issus de la souche White Leghorn de chez Lohmann (Allemagne) 
consideres comme des oeufs 'SPF (SPF Specific Pathogen Free) maintenues dans des 

20 conditions tres particulieres de securite sanitaire. De nombreux isolats de cellules ont ete 
obtenus a partir de differentes souches, suggerant le caractere general de la methode. 

Exemple 2 : Obtention et etablissement des cellules adherentes 

25 Les oeufs sont ouverts, le jaune est separe du blanc lors de Pouverture. Les embryons sont 
preleves sur le jaune soit directement a Paide d'une pipette Pasteur, soit a Paide d'un petit 
filtre de papier absorbant (Papier Whatmann 3M), prealablement decoupe sous forme 
d'un anneau perfore a Paide d'une perforeuse. Le diametre de la perforation etant 
d' environ 5 mm. Ces petits anneaux sont sterilises a la chaleur seche pendant environ 30 

30 minutes au four. Ce petit anneau de papier est depose sur la surface du jaune et centre au 
niveau de Pembryon qui est ainsi entoure par Panneau de papier. Ce dernier est alors 
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decoupe a Paide de petits ciseaux et V ensemble preleve est place dans une boite de Petri, 
remplie de PBS ou d'un liquide physiologique. L'embryon ainsi entraine par Panneau est 
nettoye de Pexces de jaune dans le milieu et le disque embryonnaire, ainsi debarrasse de 
Pexces du vitellus, est preleve avec une pipette Pasteur. 

5 Dans les deux cas, les embryons sont mis dans un tube contenant du milieu physiologique 
(PBS IX, Tris Glucose, milieu, ...). Les embryons sont alors dissocies mecaniquement et 
ensemences sur un 'feeder' dans du milieu de culture defini. Parmi les conditions 
preferentielles utilisees pour les mises en culture, on privilegie le milieu de culture 
compose du milieu MacCoy comme milieu de base supplements avec du serum de veau 

10 foetal a une concentration initiale de 12 a 8 %, avec des acides amines non essentiels a 1 
%, avec un melange de vitamines d'origine commerciale a 1 %, avec du pyruvate de 
sodium a une concentration finale de ImM, avec du beta-mercaptoethanol a une 
concentration finale de 0,2 mM, de la glutamine a une concentration finale de 2,9 mM, 
avec un melange initial d'antibiotiques contenant de la gentamycine a une concentration 

15 finale de 10 ng/ml, de la penicilline a une concentration finale de 100 U/ml et de la 
streptomycine a une concentration finale de 100 |u,g/mL Rapidement apres les premiers 
passages des cellules, le melange d'antibiotiques n'est plus ajoute dans le milieu. Par 
rapidement, on entend apres les 3 a 5 premiers passages en general. Un melange de 
nucleosides peut etre ajoute egalement, ce melange etant constitue comme decrit 

20 precedemment (Pain et al., 1996). Parmi les milieux de bases testes dans ces memes 
conditions et qui donnent des resultats similaires, on trouve les milieux Ham F12, 
Glasgow MEM et le DMEM, ce dernier supplement^ en biotine a une concentration finale 
de 8 mg/1. A titre de comparaison, la concentration de biotine est de 0,2 mg/1 dans le 
milieu MacCoy, de 0, 0073 mg/1 dans le Ham F12 et de 0 dans les milieux DMEM et 

25 GMEM commerciaux. 

Les facteurs de croissance et les cytokines ajoutes dans le milieu de culture sont de fa<?on 
privilegiee des facteurs et des cytokines recombinantes dont le SCF de souris a une 
concentration finale de lng/ml, PIGF-1 a une concentration finale de 1 a 5 ng/ml, le 
CNTF a une concentration finale de 1 ng/ml, PIL-6 a une concentration finale de 1 ng/ml, 
30 et le recepteur soluble de PIL-6 a une concentration finale de 0,5 ng/ml a 1 ng/ml. Dans 
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certaines experiences, certains autres facteurs peuvent etre ajoutes pendant les premiers 
passages. Par exemple jusqu'au passage 3 ou 10, on peut aj outer dans le milieu du bFGF a 
une concentration finale de 1 ng/ml et de TIL-1 1 a une concentration finale de 1 ng/ml. 

L'ensemencement est realise dans ce milieu sur le "feeder" inactive compose de 
5 fibroblastes de souris etablies en lignee, les cellules STO. Dans certains cas, ces cellules 
ont ete transfectees avec des vecteurs d'expression simples permettant Texpression de 
facteurs de croissance comme le SCF aviaire, de fa9on constitutive dans les cellules STO. 
Ainsi, ce 'feeder 5 produit le facteur sous une forme soluble et/ou attachee dans la 
membrane plasmique des cellules. 

10 Apres Tensemencement initial des cellules directement dans ce milieu, le milieu est 
change partiellement le lendemain, puis partiellement ou totalement durant les jours 
suivants, selon la vitesse d'adhesion observee des cellules primaires. Apres environ 4 a 7 
jours selon les cas, la culture initiale est dissociee et passee dans de nouvelles boites dans 
le meme milieu initial sur le feeder inactive. Apres trois a cinq passages, les cellules sont 

15 cultivees sur un feeder inactive de cellules STO non transfectees ou transfectees avec un 
vecteur d'expression codant pour une resistance a un antibiotique comme le gene de 

resistance a la neomycine, a Fhygromycine, a la puromycine Apres une vingtaine de 

passages, les cellules sont progressivement sevrees en facteurs de croissance et cytokines. 
Par sevrage progressif, on entend une suppression facteur par facteur dans le milieu de 

20 culture. Ainsi a un passage, on enleve d'abord le SCF, puis, deux ou trois passages apres, 
riGF-1. Si les cellules ne presentent pas d'alterations morphologiques ou de variation 
dans leur vitesse de proliferation moyenne, les autres facteurs, comme le CNTF, 1TL-6 
sont ensuite supprimes. Ce sevrage peut etre egalement drastique. On enleve alors en une 
seule fois tous les facteurs. Les cellules sont alors observees et ne sont passees que 

25 plusieurs jours apres si leur vitesse de proliferation est modifiee. Cette derniere solution 
est en general celle qui est pratiquee. 

Differents isolats sont ainsi obtenus et maintenus pendant des periodes de temps tres 
longues. Par periodes de temps tres longues, on entend des durees de Pordre de plusieurs 
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semaines avec un minimum de 50 jours, de preference des durees superieures a 200 a 400 
jours, sans limitations dans le temps. Des durees superieures a 600 jours sont observees. 

Quel que soit le support utilise toutes les cellules qui sont adherentes sont dissociees avec 
5 une enzyme proteolytique de dissociation, telle que la pronase, la collagenase, la dispase, 
la trypsine, etc... . De preference, un enzyme proteolytique d'origine bacterienne est 
utilise, afin d'eviter tout contaminant potentiel d'origine animale. Ces cellules ont les 
caracteristiques des cellules souches embryonnaires avec une morphologie specifique 
illustree, a titre d'exemple, par la photo de la Figure 4 i.e. une petite taille, un rapport 

10 nucleocytoplasmique important, un noyau avec au moins un nucleole bien visible et un 
tres faible cytoplasme. Ces cellules sont caracterisees par une croissance en massifs plus 
ou moins compacts. Les cellules adherentes et non adherentes presentent une reactivite 
croisee avec un certain nombre d'anticorps, comme precedemment decrit dans Pain et al., 
1996 et dans les brevets US 6,114,168 et EP 787 180. La composante activite telomerase 

15 endogene est egalement presente et est un element important de la nature 'souche' de ces 
cellules. 

Des cellules de differents isolats sont obtenues et maintenues pendant de longue periode 
de temps. 



Le tableau 1 illustre quelques unes des caracteristiques de ces isolats. 



Nom 


Espece 


Debut 


« Arret » 


jours 


Passage 


Generation 
















S86N 16 


Poulet S86N 


26-01-2000 


05-08-2001 


559 


207 


692 


WL3 


Poulet WL 


28-06-2000 


09-08-2001 


403 


153 


333 


Valo4 


Poulet Valo 


26-09-2000 


07-02-2002 


401 


135 


317 


S86N 45 


Poulet S86N 


29-01-2001 


12-11-2001 


287 


118 


329 



20 
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On notera que le terme « arret » ne correspond pas a la fin de la proliferation des cellules 
mais a un arret volontaire des cultures de cellules de la part de Pexperimentateur. Le 
nombre de generation n est obtenu par la formule X= 2 n ouX est le nombre cumule 
theorique de cellules. Ce nombre est disponible puisque les cellules sont comptees a 
5 chaque passage et lors de chaque ensemencement. L'historique complet de la culture est 
ainsi disponible. 

Exemple 3 : Passage des cellules 

10 Une des caracteristiques des cellules souches , notamment des souches somatiques et des 
cellules souches embryonnaires, est leur aptitude a proliferer in vitro pendant des periodes 
de temps considerables. Afin de propager et de passer les cellules, le milieu de culture est 
change et remplace par du milieu neuf quelques heures avant leur passage. La Courbe 
presentee en figure 1 illustre un profil de croissance et d'etablissement des cellules. 

15 

Exemple 4 : temps de doublement et temps moyen de division 

A partir des cellules etablies en culture et presentees dans les exemples precedents, un 
temps moyen de division peut etre calcule. Pour Pensemble des isolats independants 

20 obtenus, la vitesse de proliferation s'accentue legerement au cours des passages successifs 
faisant ainsi evoluer le temps moyen de division au cours de Petablissement des cellules. 
En phase adherente, les cellules sont initialement ensemencees sur un tapis nourricier 
inactive (appele 'feeder') et sont passees regulierement a une densite constante 
d' ensemencement initial dela2xl0 6 cellules par boite de 100 mm. Le tableau 2 illustre 

25 le temps de doublement (d) et le temps moyen de division (TMD en heure) pour 3 types 
cellulaires etablis en fonction du temps de culture. On observe que le temps moyen de 
doublement diminue au cours de Petablissement. 
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Tableau 2 : 



Cellules/Jours 


50 


100 


150 


200 


250 


300 


350 


400 


450 


500 


550 


























S86N 16 (d) 


0,30 


0,63 


1,00 


0,86 


1,13 


1,15 


1,47 


1,70 


1,94 


1,50 


1,9. 


S86N 16 (TMD) 


80 


38 


24 


27,9 


21,2 


20,9 


16,3 


14,1 


12,4 


16 


12,6 


S86N 45 (d) 


0,49 


0,89 


0,89 


1,45 


2,15 


X 


X 


X 


X 


X 


X 


S86N45 (TMD) 


49 


26,8 


27 


16,5 


11,1 


X 


X 


X 


X 


X 


X 


Valo 4 (d) 


0,03 


0,61 


1,00 


1,17 


1,26 


1,03* 


1,08* 


1,25* 


X 


X 


X 


Valo 4 (TMD) 


>48 


39,3 


24 


20,5 


19 


23,3 


22,2 


19,2 


X 


X 


X 



Le temps de doublement moyen d est etabli pour la periode de temps indiquee en jours 
avec la formule suivante : d - (l/Log2 x (LogX2/Xl))x 1/(T2-T1) ou X2 et XI sont les 
5 nombres totaux de cellules aux instants T2 et Tl . Cette formule est la consequence directe 
du calcul du nombre de generation N par la formule X= 2 "presente dans Fexemple 1. Le 
Temps moyen de division (TMD) est alors obtenu en heures en divisant 24 heures par d. 

* les cellules Valo sont passees au cours de cet etablissement sur support plastique sans 
presence de feeder. Le temps de doublement diminue puis re-augmente, quand les cellules 
10 se rehabituent a ce nouvel environnement. 

Exemple 5 : Controle du niveau de serum pour la proliferation des lignees 

Lors de Pobtention de ces lignees, les milieux de culture utilises sont des milieux de 
15 culture classiques comprenant une base (DMEM, GMEM, HamF12, McCoy, etc..) 
supplementee de differents additifs tels que des acides amines non essentiels, des 
vitamines, du pyruvate de sodium. Ce milieu complexe comprend du serum de veau foetal, 
qui demeure un element central de la culture, meme si des composants de differentes 
origines dont des composants vegetaux peuvent etre progressivement utilises. Un 
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processus pour contrdler et habituer les cellules a des proportions relativement faibles de 
serum de veau foetal est presente. On parvient ainsi a maintenir des cellules en 
proliferation importante (Temps de division > 1) avec des pourcentages de serum faible 
(2% par exemple dans le cas des cellules S86N 16). 

5 Les courbes presentees en figure 2 illustre la diminution relative de serum pour un type 
cellulaire donne : les cellules S86N 16. Le temps de doublement et les temps moyens de 
division ont ete egalement calcules et portes dans le tableau 3. On notera que le temps 
moyen de division augmente en fonction de la diminution relative de serum. Une phase de 
rattrapage est neanmoins observee apres quelques temps en culture dans les conditions 
10 mentionnees. Ce temps reste neanmoins inferieure a 24h (d>l), ce qui represente deja une 
proliferation tres interessante en terme industriel meme a des concentrations de serum de 
2 %, ce qui est deja relativement faible. Des ameliorations quant aux differents 
metabolites a utiliser peuvent etre envisagees pour accroitre ce temps et encore optimiser 
davantage les conditions de culture. 

15 



Tableau 3 : 



Condition 


10% 


7,5% 


3,75% 


2% 


d 


2,02 


1,51 


1,47 


1,08 


TMD 


11,9 


15,8 


16,3 


22,2 



20 Les exemples sont pris entre les passages p204 et pi 79 pour la condition 10%, entre pi 98 
et pl76 pour le 7,5%, entre p224 et p201 pour le 3,75 % et entre p216 et pl99 pour le 2%. 

Exemple 6 : Sevrage des cellules en tapis nourricier 

25 Dans les conditions initiales de culture, la presence d 5 un tapis de cellules inactivees 
semble necessaire pour obtenir des cellules souches embryonnaires comme il a ete decrit 
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prealablement. Ce tapis nourricier ou 'feeder' ne semble plus necessaire apres un certain 
nombre de passages. Seul le plastique 'traite culture 5 apparait important. En effet, une des 
caracteristiques de certaines cellules eucaryotes est de proliferer sous forme adherente. 
Afin de faciliter Padhesion des cellules, les differents materiels plastiques utilises sont 
5 traites 'culture'. lis subissent lors de leur fabrication un traitement qui ajoute des charges 
a la surface du plastique, charges qui favorisent les adhesions de la matrice extracellulaire 
des cellules. A l'inverse, le plastique non traite culture cellulaire, souvent appele plastique 
de qualite bacteriologique, n'est pas traite en surface par addition de charges specifiques. 
L'adhesion des cellules y est en general tres difficile, voir impossible, ou alors induit des 
10 changements de morphologie, de comportement souvent drastiques. Cette distinction 
entre les deux qualites de plastique permet d'obtenir selon les ensemencements qui y sont 
effectues des cellules avec des comportement differents. Un sevrage progressif des 
cultures en 'feeder' inactive permet d'obtenir apres quelques passages des cultures 
homogenes de cellules souches directement ensemencees sur plastique 'traite culture'. 

15 Les courbes de croissance comparative des cellules maintenues en presence et en absence 
de 'feeder' inactive sont presentees avec le cas des cellules S86N 16 en figure 3. Cette 
adaptation des cellules est progressive afin de ne pas perdre le caractere de cellules 
souches des cellules initialement maintenues sur 'feeder'. Des derives progressives sont 
ainsi faites. L'obtention de cellules proliferant sur plastique est l'aboutissement du 

20 processus de sevrage. Dans le tableau 4, les temps de division montrent une sensibilite 
des cellules a leur environnement. Comme dans le cas du sevrage progressif en serum, 
une adaptation est obtenue avec un effet de rattrapage sur les cellules apres quelques 
passages dans les conditions defmies. 

25 Tableau 4 : 



Condition 


1,2 


0,5 


0,3 


plastique 


d 


1,95 


1,84 


1,39 


1,42 


TMD 


12,3 


13 


17,3 


16,9 
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Les exemples sont pris entre les passages pi 54 et pi 31 pour les 3 conditions l,2x 10 6 , 0,5 
x 10 6 et 0,3 x 10 6 cellules feeder et entre pl61 et pl39 pour la condition sur plastique seul. 



Exemple 7 : Sevrage des cellules en facteurs de croissance 

5 

Dans les conditions initiates de culture, la presence de facteurs de croissance est 
necessaire. On peut distinguer schematiquement deux families de facteurs : les cytokines 
et les facteurs trophiques. 

Les cytokines sont principalement des cytokines dont Paction passe par un recepteur qui 
10 s'associe a la proteine gpl30. Ainsi, le LIF, Pinterleukine 11, Pinterleukine 6, le CNTF, 
Poncostatine, la cardiotrophine, ont un mode d'action semblable avec le recrutement au 
niveau du recepteur d'une chaine specifique et de 1 5 association de cette derniere avec la 
proteine gpl30 sous forme monomerique ou parfois heterodimerique. Dans quelques cas, 
Passociation d'une forme soluble des recepteurs, forme decrite entre autres pour les 
15 recepteurs de Pinterleukine 6 et du CNTF, permet d'accroitre Peffet proliferatif observe. 
II a ete montre prealablement que Paddition d'au moins une de ces cytokines semblait 
necessaire a Pobtention des cellules souches embryonnaires. 

Les facteurs trophiques sont principalement le SCF, PIGF-1, le bFGF, qui sont egalement 
utilises au depart de la culture, comme decrit precedemment. Leur presence est egalement 
20 necessaire pour obtenir et amplifier les cellules. 

En diminuant progressivement ces facteurs de croissance, il est possible d'obtenir apres 
quelques passages des conditions de culture qui permettent la proliferation des cellules 
souches embryonnaires ou somatiques sans Paddition de facteur de croissance exogene. 
Les differents marqueurs utilises pour caracteriser ces cellules sont toujours positifs pour 
25 les cellules maintenues sans facteurs. 
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Exemple 8 : Comparaison des milieux utilises 

Ensemencees dans des milieux differents, les cellules ne sont pas obtenues avec les 
memes frequences. La comparaison des compositions des milieux rend difficile 
5 P identification d'un des composants en particulier. II semble plus vraisemblable que 
Pensemble de Passociation permette un mieux dans la physiologie des cellules. Parmi les 
milieux privileges, on notera le milieu Ham F12, MacCoy, DMEM et un milieu DMEM 
enrichi en biotine. A partir d'un meme isolat, des essais d 5 adaptation dans ces differents 
milieux sont realises. 

10 

Exemple 9 : Etablissement des cellules non adherentes 

Lors des passages successifs des cellules souches, un ensemencement a forte densite 
directement en boite bacteriologique permet d'obtenir apres quelques passages des 

15 cellules embryonnaires qui se detachent de leur substrat et qui proliferent en suspension 
sous forme de petits agregats reguliers. Cette proliferation est encouragee sur plusieurs 
passages par simple dilution, dissociation mecanique et non-usage d' enzyme 
proteolytique. L'agitation des cultures est en general pratiquee mais ne represente pas un 
element discriminant pour Pobtention des cellules non adherentes. Comme les cellules 

20 adherentes, ces cellules presentent une morphologie caracteristique de cellules souches 
i.e. une petite taille, un rapport nucleocytoplasmique important, un noyau avec au moins 
un nucleole bien visible et un tres faible cytoplasme. Ces cellules sont caracterisees par 
une croissance en petits agregats plus ou moins compacts. Ces cellules non adherentes 
presentent une reactivite croisee avec un certain nombre d'anticorps, comme 

25 precedemment decrit dans Pain et al., 1996. Ces cellules sont egalement positives pour 
Pactivite telomerase endogene (comme presente dans Pexemple 10 pour les cellules EB1, 
EB4 et EB5). En phase non adherente, les cellules presentent une proliferation importante 
dans differents milieux. La densite initiate d ? ensemencement ainsi que 
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F appro visionnement en milieu frais de fagon tres reguliere assure des densites 
importantes qui peuvent aller au dela de 1 x 10 6 cellules par ml. Le tableau 5 resume les 
principales caracteristiques de quelques isolats (cellules parentales, passage initial de la 
mise en suspension, nombre de jours maintenus en culture en suspension, nombre de 
5 passages et de generations obtenues avant un arret volontaire des entretiens). On peut 
ainsi remarquer que le passage pour la mise en suspension peut varier d'un isolat a F autre 
(Voir isolat EB1 et EB14) ainsi que la vitesse de proliferation (voir isolat EB3 et EB14). 



Tableau 5 : 



Nom 


Cellules 
parentales 


Passage 
initial 


Debut 


jours 


Passages 


Generations 


EB1 


S86N 16 


pill 


20-01-2001 


184 


41 


120 


EB3 


S86N 16 


pll8 


23-01-2001 


381 


17 


40 


EB4 


S86N45 


plOO 


25-09-2001 


44 


17 


40 


EB5 


S86N 45 


plOO 


25-09-2001 


44 


17 


40 


EB14 


S86N 45 


p81 


5-09-2002 


70 


24 


65 



10 

On notera que le terme « Debut » correspond a la mise en non-adherence des cellules. 

Exemple 10 : Caracterisation des cellules etablies 

15 Les cellules souches maintenues pendant des temps longs de culture sont caracterisees 
avec les memes criteres que ceux decrits precedemment (Pain et aL, 1996). On peut ainsi 
detecter de fa<?on reguliere Factivite alcaline phosphatase endogene, illustree par la photo 
de la figure 5, Factivite telomerase endogene et la reactivite avec certains anticorps 
specifiques comme les anticorps SSEA-1 (TEC-01) etEMA-1. 
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Un des criteres important lors de Petablissement des cellules est la presence de la 
telomerase. Differents tests ont ete faits au cours du maintien en culture des cellules a 
l'aide d'un kit de detection de la TRAP (Telomerase PCR Elisa, Roche). Les cellules sont 
detectees positives apres differents passage en culture. Ainsi, Pactivite telomerase est 
5 detectable pour les cellules S86N 16, les cellules S86N 45 ainsi que pour les cellules EB1, 
EB4 et EB5 qui en sont derivees sous une forme non adherente (voir tableau 6). Les CEF 
(Chicken Embryonic Fibroblasts) maintenus en culture primaire sont consideres comme 
negatifs. Le seuil d'une D.O. < 0,2 est le seuil recommande par le kit comme le seuil 
negatif. Toutes les analyses ont ete realisees sur un equivalent de 2000 cellules. 

10 

Tableau 6 : Dosage de Pactivite telomerase dans differentes lignees a differents 
passages 



Cellules 


Passage 


Telomerase D.O. 


S86N16 


pl2 


1,7 




p29 


2,8 




pl85 


0,97 




p204 


0,95 


S86N16EB1 


pl34 


1,1 


S86N 45 


p50 


0,87 




p58 


1,1 




p66 


0,96 




p94 


1,2 


S86N 45 EB 4 


pll2 


1,4 


S86N 45 EB5 


pi 12 


0,94 


CEF* 


p4 


0,07 
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Exemple 11 : Transfection et induction des cellules 

Les cellules souches maintenues en croissance sur le long terme sont transferees avee 
differents plasmides d' expression. II a ete montre que les cellules souches aviaires 
5 pouvaient etre transferees (Pain et al., 1999). En particulier, les cellules non adherentes 
sont transfectees et differents systemes de tri permettent de reperer les cellules 
transfectees de fa9on stable (tri cellulaire, dilution limite, ...). Ces modifications 
genetiques peuvent s'effectuer au stade non difference de la cellule souche. Cette 
modification obtenue, la cellule est alors induite a differencier spontanement ou par 

10 addition d'inducteur de differenciation. Dans ce cas, on peut utiliser Pacide retinoique a 
des concentrations de 10~ 8 M a 10~ 6 M, ou le dimethysulfoxide a des concentrations de 1 a 
2 % final ou le butyrate de sodium a des concentrations de 10 ~ 4 a 10 " 8 M, ou le phorbol 
ester (TPA, PMA, ...) ou encore les lipopolysaccharrides (LPS) a des concentrations de 1 
a 5 ug /ml final. Dans un autre exemple, les cellules peuvent former des corps embryoides 

15 en suspension, corps embryoides qui peuvent etre mis a adherer sur plastique apres 
dissociation ou non des cellules qui les constituent. Ces cellules differenciees proliferent 
alors mais ont une capacite plus limitee de proliferation dans le long terme. En ciblant la 
modification genetique sur un gene qui influence la proliferation des cellules, on peut 
rendre ces cellules differenciees capables de proliferer sur le long terme. 

20 Exemple 12 : Infection des cellules 

Les cellules adherentes et non adherentes sont infectables par differents virus et retrovirus 
dont les virus et retrovirus aviaires. Ces cellules peuvent ainsi servir de support de 
replication pour la production de stocks viraux destines a la production de vaccins 
25 humains et veterinaires vivants, attenues ou inactives selon les cas. Parmi les virus 
d'interet, on peut citer ceux de la famille des adenovirus (comme Human Adenovirus C, 
Fowl Adenovirus A, Ovine adenovirus D, Turkey Adenovirus B), des circovirides 
(comme Chicken Anemia Virus, CAV), certains coronavirus, comme le virus de la 
bronchite infectieuse aviaire (IBV), les flavivirus (comme Yellow fever virus et hepatitis 
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C virus), les hepadnavirus (comme Hepatitis B virus et Avihepadnavirus tel que Duck 
hepatitis B virus); les herpesvirus (comme les Gallid herpesvirus, HSV (Herpes simplex 
virus) et Human herpesvirus 1, 3 et 5), les orthomyxovirus (comme le virus de la grippe : 
Influenzavirus A, Influenzavirus B et Influenzavirus C), les papovavirus (comme 
5 polyomavirus et plus particulierement Simian virus 40), les paramyxovirus (comme les 
virus de la rougeole, des oreillons, de la rubeole et comme les respiro virus et pneumovirus 
tel que Human respiratory syncytial virus et Metapneumovirus tel que Avian 
pneumovirus), les picornavirus (comme le virus de la polio, de Thepatite A, et tel que 
Encephalomyocarditis virus et Foot-and-mouth disease virus), les poxvirus, (comme les 

10 fowlpox virus et les avipox dont les canaripox, les Juncopox virus, les Mynahpox virus, 
les Pigeonpox virus, les Psittacinepox virus, les Quailpox virus, les Sparrowpox virus, les 
Starlingpox virus, les Turkeypox virus), les reovirus (comme les rotavirus), les retrovirus 
(comme les ALV, avian leukosis virus, les Gammaretrovirus tel que Murine leukeamia 
virus, les Lentivirus tel que Human immunodeficiency virus 1 et 2) et les Togaviridae tel 

15 que Rubivirus, notamment Rubella virus. 

Exemple 13: protocole d'infection d'une lignee cellulaire aviaire non adherente (EB1) 
par un virus 

20 Amplification des cellules : 

Les cellules EB1 ou EB14 sont ensemencees dans un milieu, de preference du MacCoy's 
5 A, du HAMF12, du DMEM, ou tout autre milieu interessant, contenant 5 % de serum a 
une concentration de 0.2 10 6 cellules/ml pour un volume initial de 50 ml en general. Elles 
sont maintenues en culture a 39°c et a 7.5 % de C02, sous agitation. Du milieu neuf est 

25 ajoute chaque jour pendant les 3 a 4 jours que durent 1' amplification pour atteindre une 
concentration cellulaire dela3xl0 6 cellules /ml pour un volume final de culture de 100 
a 250 ml. 

Les cellules en suspension sont prelevees et centrifugees pendant 10 min a 1000 rpm 
environ. Le culot est resuspendu dans 20 a 50 ml de PBS IX (Phosphate buffer Salt). Les 
30 cellules sont alors comptees, centrifugees et les cellules en culot sont reprises dans un 
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milieu sans serum a une concentration finale de 3 a 5.1 0 6 cellules/ml. Plusieurs tubes sont 
alors prepares dans ces conditions contenant de3a5xl0 6 cellules par tube. 

Preparation du virus et infection : 
5 Le stock viral de titre connu est decongele rapidement a 37°c et dilue dans du milieu sans 
serum a un titre de lOx a 1000 x la concentration necessaire a Pinfection finale. Les 
cellules sont infectees par le virus d'interet a une m.o.i. (multiplicity of infection) de 0.01 a 
0.5 selon les types de virus, ce qui fait aj outer entre 0,1 et 10% volume/volume de 
suspension virale au culot cellulaire. Apres 1 heure d'incubation a la temperature optimale 
10 pour le virus, en general de 33 a 37°c, les cellules sont centrifugees a nouveau et le milieu 
enleve avec precaution. Cette etape s'avere souvent necessaire pour limiter Peffet du virus 
initial dans le processus ulterieur. Une des possibilites est de diluer directement les cellules 
sans les centrifuger a nouveau avec du milieu avec serum (5% de serum) a une 
concentration finale de 0,2 a 1.1 0 6 cellules/ml et remises en incubation. 

15 

Recolte du surnageant et des cellules : 

Apres 2 a 4 jours d' incubation, selon les cinetiques virales et Peffet cytopathique eventuel 
de certains virus, le milieu contenant les cellules ou les debris cellulaires est recolte. Selon 
les virus, seuls le culot ou le surnageant peuvent etre interessants et contenir les particules 

20 virales. Les cellules sont recoltees et centrifugees. Le surnageant recueilli est centrifuge de 
nouveau 5 a 10 minutes a 2500 rpm, et conserve a -80°c avant la purification des 
particules. Un aliquot est preleve pour la realisation du titrage. Le culot cellulaire est repris 
dans 5 ml de milieu sans serum, sonique, et centrifuge 5 a 10 minutes a 2500 rpm. Le 
surnageant obtenu est conserve a-80°c jusqu'a la purification et le titrage d'un aliquot. 

25 Les efficacites d'infection et de production virales sont comparees entre les differentes 
conditions realisees. 

Pour les virus a effets cytopathiques, les titrages sont en general realises par la technique 
des plages de lyse. 
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Exemple 14: protocole d'infection (Time lignee cellulaire aviaire adherente (S86N 45) 
par un virus 

Preparation des cellules : 
5 Les cellules sont ensemencees 48 heures avant T infection dans des flacons T150 a une 
concentration comprise entre 0.03 et 0.06 1 0 6 cellules/cm2 dans un milieu, de preference 
du milieu MacCoy's 5A, du HAMF12, du DMEM, ou tout autre milieu interessant, 
contenant 5% de serum. Elles sont maintenues a 39°C et 7.5% C02. 

10 Infection : 

Le stock viral de titre connu est decongele rapidement a 37°c et dilue dans du milieu sans 
serum a un titre de lOx a 1000 x la concentration necessaire a Pinfection finale. Les 
cellules sont infectees par le virus d'interet a une m.o.i. (multiplicity of infection) de 0.01 a 
0.5 selon les types de virus, ce qui fait aj outer entre 0,1 et 10% volume/volume de 
15 suspension virale au culot cellulaire. L' infection est en general realisee dans un minimum 
de milieu (de 5 a 10 ml pour un flacon de 75 cm 2 ) dans un milieu a 0% serum. 

Apres 1 heure d'incubation a la temperature optimale pour le virus, en general de 33 a 
37°c, 20 ml de milieu 5 % sont rajoutes dans les flacons. Dans un cas particulier, les 
20 cellules peuvent etre lavees avec du PBS pour eliminer les particules qui ne seraient pas 
attachees aux cellules. Dans le cas d'un virus cytopathique, les cellules sont observees 
quotidiennement apres Pinfection pour suivre Tapparition de plage de lyse cellulaire, 
indicatrice du bon deroulement de Pinfection. 

25 Recolte du surnageant et des cellules : 

Apres 2 a 4 jours d'incubation selon les cinetiques virales et Peffet cytopathique eventuel 
de certains virus, le milieu contenant le surnageant, les cellules et les debris cellulaires sont 
recoltes. Selon les virus, seuls le culot ou le surnageant peuvent etre interessants et contenir 
les particules virales. Les cellules sont recoltees et centrifugees. Le surnageant recueilli est 

30 centrifuge de nouveau 5 a 10 minutes a 2500 rpm, et conserve a -80°c avant la purification 
des particules. Un aliquot est preleve pour la realisation du titrage. Le culot cellulaire est 
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repris dans 5 ml de milieu sans serum, sonique, et centrifuge 5 a 10 minutes a 2500 rpm. 
Le surnageant obtenu est conserve a -80°c jusqu'a la purification et le titrage d'un aliquot. 
Les efficacites d' infection et de production virales sont comparees entre les differentes 
conditions realisees. 

5 Pour les virus a effet cytopathique, les titrages sont en general realises par la technique des 
plages de lyse. 

Exemple 15: Replication d'un avipox recombinant sur les cellules souches aviaires 
non adherentes de la lignee EB1 

10 

Les cellules souches non adherentes EB1 apassagel38 sont amplifiees puis infectees a une 
m.o.i de 0,1 par un avipox recombinant produisant une proteine d'interet. 
Apres Pinfection, les cellules sont maintenues en spinner pendant les 4 jours que dure 
P infection. Un aliquot est preleve a partir du deuxieme jour puis les deux jours suivants 
15 pour suivre P evolution du titre viral a la fois au niveau du surnageant et au niveau du 
contenu intracellulaire, apres lyse du contenu cellulaire. La titration a ete realisee par la 
technique des plages de lyse. 

Le tableau 7 illustre les resultats obtenus. Ces resultats mettent en evidence la replication 
tres satisfaisante de P avipox recombinant sur les cellules souches EB 1. Ainsi le titre 
20 infectieux progresse tout au long de la culture et du deroulement de Pinfection pour 
atteindre un maximum apres 4 jours d'incubation de 7.2 PFU/cellule (PFU : Plating 
Forming Unit). Ce titre est au moins equivalent a celui obtenu pour ce merae avipox 
recombinant sur des cellules primaires d'embryons de poulet. 

Ce titre est susceptible d'etre ameliore par des conditions particulieres de culture et des 
25 processus d' optimisation. 

On notera egalement que des titres infectieux au moins equivalents ont egalement ete 
obtenus a plus grande echelle dans des bioreacteurs de 3 litres. 
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Tableau 7 : Cinetique de titrage de l'avipox recombinant sur les cellules souches EB1 
non adherentes 



Prelevement 
(h apres infection) 


50 heures 


74 Heures 


97 Heures 


fraction cellulaire 

(Log PFU/ml) 


6.40 


6.37 


5.99 


Surnageant 

(Log PFU/ml) 


5.56 


5.8 


6.29 


Total 

(Log PFU/ml) 


5.78 


5.94 


6.31 


PFU/cellule 


2.2 


3.2 


7.2 



5 
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REVINDICATIONS 



1. Precede d'obtention de lignees cellulaires aviaires, caracterise en ce qu'il comprend les 
5 etapes suivantes : 

a) mise en culture de cellules aviaires dans un milieu comportant F ensemble des 
facteurs permettant leur croissance et un tapis nourricier inactive. 

b) passage en modifiant le milieu de culture de sorte a obtenir un sevrage progressif 
ou total desdits facteurs, du serum et / ou du tapis nourricier, 

10 c) etablissement de lignees cellulaires adherentes ou non-adherentes capables de 

proliferer dans un milieu de base en V absence de facteurs de croissance exogenes, 
de serum et/ou du tapis nourricier inactive. 



2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que les cellules issues des 
15 lignees obtenues a Tetape c) sont capables de proliferer pendant au moins 50 

jours, de preference au moins 600 jours. 

3. Procede selon Tune des revendications 1 et 2, caracterise en ce que Fetape b) 
consiste en un sevrage progressif ou total du tapis nourricier, optionnellement 
suivi par un sevrage progressif des facteurs de croissance et/ou du serum. 

20 



4. Procede selon Tune des revendications 1 et 2, caracterise en ce que l'etape b) 
consiste en un sevrage progressif ou total des facteurs de croissance, 
optionnellement suivi par un sevrage progressif du serum. 
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5. Precede selon Tune des revendications 1 et 2, caracterise en ce que l'etape b) 
consiste en un sevrage progressif ou total des facteurs de croissance et/ou du 
serum, optionnellement suivi par un sevrage du tapis nourricier. 



5 6. Procede selon Tune des revendications 1 a 5 5 caracterise en ce que les cellules 

obtenues a l'etape c) sont soumises a une selection dans des milieux de cultures 
utilises pour la production a grande echelle de sorte a obtenir des clones adaptes a 
la production de vaccin destine a la therapie humaine ou animale. 



10 7. Procede selon Tune des revendications 1 a 6 ? caracterise en ce que les cellules 

issues des lignees obtenues a Petape c) sont des cellules souches aviaires. 



8. Procede selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que les cellules 
issues des lignees obtenues a Petape c) sont des cellules souches somatiques 
15 aviaires. 



9. Procede selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que les cellules 
issues des lignees obtenues a Petape c) sont des cellules souches embryonnaires 
aviaires. 



20 



10. Procede selon Tune des revendications 1 a 6 5 caracterise en ce que les cellules 
issues des lignees obtenues a l'etape c) sont des cellules souches adherentes qui 
proliferent en F absence du tapis nourricier inactive. 
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11. Procede selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que les cellules 
issues des lignees obtenues a Petape c) sont des cellules souches non adherentes 
qui proliferent en suspension dans un milieu depourvu de facteurs de croissance 
exogenes. 



12. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que les 
cellules issues des lignees obtenues a Petape c) proliferent dans un milieu 
depourvu de serum. 



10 13. Procede selon Pune des revendications precedentes, caracterise en ce que les 

cellules issues des lignees obtenues a Petape c) presentent au moins une des 
caracteristiques suivantes : 

un rapport nucleocytoplasmique important, 

une activite alcaline phosphatase endogene, 

15 - une activite telomerase endogene, 

une reactivite avec des anticorps specifiques selectionnes parmi le groupe des 
anticorps SSEA-1 (TEC01), SSEA-3 ? etEMA-1. 



14. Procede d'obtention de lignees aviaires selon Pune des revendications precedentes 
20 caracterise en ce que les cellules issues des lignees obtenues a Petape c) sont 

modifiees pour permettre une meilleure utilisation in vitro comme P extension de 
la duree de vie ou des densites de croissance plus importantes ou encore des 
besoins en nutriments moins importants. 
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15. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que les 
cellules issues des lignees obtenues a Petape c) sont modifiees pour produire une 
substance d'interet, notamment un polypeptide d'interet, un anticorps ou un viras 
attenue. 

5 

16. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que le milieu 
utilise a Petape a) comprend au moins un facteur selectionne parmi les cytokines, 
notamment LIF, IL-11, IL-6, IL-6R, CNTF, Oncostatine et d'autres facteurs tels 
que le SCF, PIGF-1 et le bFGF. 

10 

17. Procede selon Pune des revendications precedentes, caracterise en ce que le tapis 
nourricier inactive utilise a Petape a) se compose de cellules de fibroblastes dont 
des fibroblastes de souris etablies en lignee, notamment de cellules STO 
transformees ou non. 

15 

18. Procede selon Pune des revendications precedentes, caracterise en ce que les 
cellules utilisees a Petape a) sont des cellules obtenues par suspension de cellules 
provenant de disques blastodermiques d'oeufs fecondes dans un milieu de culture 
comprenant au moins une cytokine, b-FGF, et SCF, lesdites cellules etant 

20 ensemencees sur un tapis de cellules nourricieres, incubees, puis prelevees. 

19. Procede selon Pune des revendications precedentes, caracterise en ce que Petape 
b) consiste en un sevrage progressif de chaque facteur de croissance ajoute dans le 
milieu de Petape a), notamment une cytokine, b-FGF, et SCF, comprenant un 

25 passage dans un milieu neuf depourvu d'au moins un desdits facteurs et a repeter 

differents passages successifs jusqu'a ce que le milieu soit depourvu de P ensemble 
desdits facteurs. 
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20. Procede selon la revendication 18, caracterise en ce que Petape b) comprend en 
outre le sevrage du serum. 

5 21. Procede selon Tune des revendications 18 ou 19, caracterise en ce que Petape b) 

comprend en outre le sevrage du tapis nourricier. 

22. Lignees cellulaires et cellules susceptibles d'etre obtenues a partir du procede 
selon Pune des revendications 1 a 20, caracterisees en ce qu'elles sont capables de 

10 proliferer pendant au moins 50 jours, de preference au moins 600 jours dans un 

milieu depourvu de facteur de croissance exogene. 

23. Lignees cellulaires et cellules susceptibles d'etre obtenues a partir du procede 
selon Pune des revendications 1 a 20, caracterisees en ce qu'elles sont capables de 

15 proliferer pendant au moins 50 jours, de preference au moins 600 jours dans Tin 

milieu appauvri en serum et en particulier depourvu de serum. 

24. Lignees cellulaires et cellules susceptibles d'etre obtenues a partir du procede 
selon Pune des revendications 1 a 20, caracterisees en ce qu'elles sont capables de 

20 proliferer pendant au moins 50 jours, de preference au moins 600 jours dans un 

milieu depourvu de tapis nourricier. 

25. Lignees cellulaires et cellules issues de telles lignees susceptibles d'etre obtenues 
a partir du procede selon Pune des revendications 1 a 20, caracterisees en ce 

25 qu'elles sont capables de proliferer pendant au moins 50 jours, de preference au 
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moins 600 jours dans un milieu depourvu de facteur de croissance exogene, 
appauvri en serum ou depourvu de serum et/ou de tapis nourricier. 



26. Lignees cellulaires et cellules issues de telles lignees selon Tune des 
5 revendications 21 a 24, caracterisees en ce qu'elles sont capables de proliferer 

pendant au moins 50 jours, de preference au moins 600 jours dans un milieu de 
base, notamment dans un milieu tel que DMEM, GMEM, HamF12 ou McCoy 
supplements de differents additifs tels que des acides amines non essentiels, des 
vitamines et du pyruvate de sodium. 

10 

27. Lignees cellulaires et cellules issues de telles lignees selon Tune des 
revendications 21 a 25, caracterisees en ce qu'elles sont des cellules souches 
aviaires. 



15 28. Lignees cellulaires et cellules issues de telles lignees selon Tune des 

revendications 21 a 26, caracterisees en ce qu'elles sont des cellules souches 
somatiques aviaires. 

29. Lignees cellulaires et cellules issues de telles lignees selon Tune des 
revendications 21 a 26, caracterisees en ce qu'elles sont des cellules souches 
20 embryonnaires aviaires. 



30. Lignees cellulaires et cellules issues de telles lignees selon l'une des 
revendications 21 a 27, caracterisees en ce qu'elles sont des cellules souches 
adherentes qui proliferent en 1' absence du tapis nourricier inactive. 



25 
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31. Lignees cellulaires et cellules issues de telles lignees selon Tune des 
revendications 21 a 27, caracterisees en ce qu'elles sont des cellules souches non 
adherentes qui proliferent en suspension. 

5 32. Lignees cellulaires et cellules issues de telles lignees selon Tune des 

revendications 21 a 29, caracterisees en ce qu'elles presentent au moins une des 
caracteristiques suivantes : 

un rapport nucleocytoplasmique important, 

- une activite alcaline phosphatase endogene, 
10 - une activite telomerase endogene, 

- une reactivite avec des anticorps specifiques selectionnes parmi le groupe des 
anticorps SSEA-1 (TEC01), SSEA-3, et EMA-1. 

33. Lignees cellulaires et cellules issues de telles lignees selon Tune des 
15 revendications 21 a 30, caracterisees en ce qu'elles sont modifiees genetiquement 

de sorte a produire une substance d'interet, notamment un polypeptide d'interet, 
un anticorps ou un virus attenue. 

34. Lignees cellulaires et cellules issues de telles lignees selon la revendication 31, 
20 caracterisees en ce qu'elles supportent la replication de virus vivants ou attenues, 

en particulier les virus selectionnes dans le groupe des adenovirus, des 
hepadnavirus, des herpesvirus, des orthomyxovirus, des papovavirus, des 
paramyxovirus, des picornavirus, des poxvirus, des reovirus et des retrovirus. 
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35. Lignees cellulaires et cellules issues de telles lignees selon la revendication 31, 
caracterisees en ce que les virus repliques sur ces cellules appartiennent a la 
famille des orthomyxovirus, en particulier le virus de la grippe. 



5 36. Lignees cellulaires et cellules issues de telles lignees selon la revendication 31, 

caracterisees en ce les virus repliques appartiennent a la famille des 
paramyxovirus, en particulier les virus de la rougeole, des oreillons et de la 
rubeole. 



10 37. Lignees cellulaires issues de Petape c) du procede selon Tune des revendications 1 

a 20 caracterisees en ce qu'elles sont des cellules souches aviaires genetiquement 
modifiees capables de croitre indefiniment en milieu de base depourvu de facteurs 
de croissance exogenes, appauvri en serum et/ou depourvu de serum et/ou de tapis 
nourricier. 

15 

38. Utilisation des lignees cellulaires selon la revendication 31 pour la production de 
substances d'interet en particulier des proteines d'interet therapeutiques. 



39. Utilisation des lignees selon la revendication 31 pour la replication de virus 
20 vivants ou attenues, en particulier les virus pris dans le groupe des adenovirus, 

hepadnavirus, des herpesvirus, des orthomyxovirus, des papovavirus, des 
paramyxovirus, des picornavirus, des poxvirus en particulier des Avipoxvirus, 
notamment Fowlpox virus , Fowlpox virus , Juncopox virus, Mynahpox virus, 
Pigeonpox virus , Psittacinepox virus, Quailpox virus, Sparrowpox virus, 
25 Starlingpox virus et Turkeypox virus, des reovirus et des retrovirus. 
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40. Utilisation des lignees selon la revendication 31 pour la production de virus 
appartenant a la famille des orthomyxovirus, en particulier le virus de la grippe. 



41. Utilisation des lignees selon la revendication 31 pour la production de virus 
5 appartenant a la famille des paramyxovirus, en particulier les virus de la rougeole, 

des oreillons et de la rubeole. 



42. Utilisation des lignees selon la revendication 31 pour supporter la replication de 
virus vivants ou attenues, en particulier par introduction du ou des composants 
10 necessaires a Paccomplissement du cycle viral complet du virus dans la cellule en 

particulier la sur-expression du recepteur au virus a la surface de la cellule. 



43. Utilisation selon la revendication 37 pour supporter la replication de virus vivants 
ou attenues, en particulier par introduction du ou des composants necessaires a 

15 l'accomplissement du cycle viral complet du virus dans la cellule en particulier la 

sur-expression du recepteur au virus a la surface de la cellule, lesdits virus etant 
selectionnes dans le groupe des poxvirus en particulier des Avipoxvirus, 
notamment Fowlpox virus, Juncopox virus, Mynahpox virus, Pigeonpox virus , 
Psittacinepox virus, Quailpox virus, Sparrowpox virus, Starlingpox virus et 

20 Turkeypox virus. 
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FIGURE 4 
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FIGURE 5A 
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PAIN B ET AL: "LONG-TERM IN VITRO CULTURE 
AND CHARACTERIZATION OF AVIAN EMBRYONIC 
STEM CELLS WITH MULTIPLE MORPHOGENETIC 
POTENTIALITIES" 

DEVELOPMENT, COMPANY OF BIOLOGISTS, 
CAMBRIDGE,, GB, 

vol. 122, 1996, pages 2339-2348, 

XP002164792 

ISSN: 0950-1991 

cite dans la demande 

abrege 

page 2341, colonne de gauche, alinea 4 
-page 2342, colonne de gauche, alinea 1 
page 2343, colonne G, alinea 3 

KARAGENC L ET AL: "Soluble factors and 
the emergence of chick primordial germ 
cells in vitro." 
POULTRY SCIENCE, 

vol. 79, no. 1, janvier 2000 (2000-01), 

pages 80-85, XP008010610 

ISSN: 0032-5791 

le document en entier 

BERGER C N ET AL: "Self renewal of 
embryonic stem cells in the absence of 
feeder cells and exogenous leukaemia 
inhibitory factor. " 
GROWTH FACTORS (CHUR, SWITZERLAND) 
SWITZERLAND 1997, 

vol. 14, no. 2-3, 1997, pages 145-159, 

XP008010580 

ISSN: 0897-7194 

abrege 

page 145, colonne G, alinea 1 -page 147, 
colonne G, alinea 1 

page 149, colonne D, alinea 2 -page 152, 
colonne D, alinea 1 
page 156, colonne de gauche, alinea 2 
-page 157, colonne G, alinea 2 

WO 99 06533 A (UNIV MASSACHUSETTS A PUBLIC 
IN) 11 fevrier 1999 (1999-02-11) 
page 7, ligne 10 -page 10, ligne 23 
page 14, ligne 1 -page 15, ligne 17 

-/- 
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16-18, 
26-28 
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no. des revendications visees 



PAIN B ET AL: "Chicken embryonic stem 

cells and transgenic strategies." 

CELLS TISSUES ORGANS, 

vol. 165, no. 3-4, 1999, pages 212-219, 

XP000882175 

ISSN: 1422-6405 

cite dans la demande 

abrege 

page 214, colonne D, alinea 2 -page 215, 
colonne D, alinea 2 
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iande Internationale n° 
PCT/FR 03/00735 



Cadre I Observations - lorsqu'il a ete est i me que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d une recherch|e 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a I'article 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 



□ 



□ 



Les revendications n os 

se rapportent a un objet a I'egard duquel i'administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



Les revendications n os 1 43 

se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 

voir feuille supplemental SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



Les revendications n os 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir: 



1 . I - "! Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
1 1 internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle, I'administration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. P 1 Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 

1 1 rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 

les revendications n DS 



4. Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 

1 1 de recherche internationale ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 

couverte par les revendications n 05 



Remarque quant a la reserve [ ' "| Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposan I 

I Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 
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SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 
Revendications nos.: 1-43 



Les revendications 1-43 presentes ont trait a un produit et un methode 
defini en faisant reference a une caracteristique ou propriete 
souhaitable, a savoir des lignees cellulaires aviares capables de 
pro! if erer pendant au moins 600 jours ou leur methode pour leur 
obtention. Les revendications couvrent tous les lignees cellulaires 
aviares presentant cette caracteristique ou propriete, alors que la 
demande ne fournit un fondement au sens de V Article 6 PCT et/ou un 
expose au sens de 1 'Article 5 PCT que pour un nombre tres limite de 
telles lignees cellulaires aviares. Dans le cas present, les 
revendications manquent de fondement et la demande manque d' expose a un 
point tel qu'une recherche significative sur tout le spectre couvert par 
les revendications est impossible. Independamment des raisons evoquees 
ci-dessus, les revendications manquent aussi de clarte. En effet, on a 
cherche a defini r le produit et le methode au moyen du resultat a 
atteindre. Ce manque de clarte est, dans le cas present, de nouveau tel 
qu'une recherche significative sur tout le spectre couvert par les 
revendications est impossible. En consequence, la recherche n'a ete 
effectuee que pour les parties des revendications dont 1'objet apparait 
etre clair, fonde et suffisamment expose, a savoir les parties concernant 
les lignees cellulaires aviares derivees des souches commerciales S86N, 
WL and Valo (exemples 1 et 9; tableaux 1 et 5) mi ses en culture dans un 
milieu de culture defini tel que dans 1'exemple 2 et passees selon les 
conditions decrites dans les exemples 2, 4-6 et 9. 

L ' attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement 1'objet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par l'OEB 
agissant en qualite d'administration chargee de Texamen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait 1'objet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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